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摘要 
内容摘要 
胶质瘤恶性转化的原因和机制不明，给临床诊疗带来极大困难。越来越多
的研究表明肿瘤恶性转化与细胞代谢紊乱密切相关，但胶质瘤恶性转化相关的
细胞代谢特点目前尚不清楚。因此，探寻不同恶性程度胶质瘤细胞的代谢轮廓，
将有助于开发监测胶质瘤恶性进展的非入侵式生物标志物和靶向代谢通路的治
疗策略。本研究收集 5种不同病理级别瘤组织来源的人脑胶质瘤细胞系（CHG5
／SHG44／U118／U87／U251），其中 CHG5 和 SHG44 为 WHO II 级来源；
U118,U87和U251为WHO IV级来源。体外培养后，首先通过侵袭能力（MMP-9）、
分化水平(GFAP)等指标评价 5种胶质瘤细胞的恶性特性。同时采用基于 NMR技
术的细胞代谢组学分析方法，通过 PCA、PLS-DA、FCM聚类，OPLS-DA等方
法，系统研究这些胶质瘤细胞样本的代谢模式；鉴定与胶质瘤恶性特性相关的
特征性代谢物，寻找特征性代谢途径。研究结果显示，虽然 5 种胶质瘤细胞系
存在不完全相同的代谢模式，但是细胞恶性程度与其代谢模式存在很大的相关
性。通过聚类分析，我们可以明显区分高恶性程度胶质瘤细胞系与低恶性程度
细胞系的代谢模式。此外，我们鉴定出 17种特征性代谢物用于区分高恶性细胞
和低恶性细胞。GeneGo通路软件显示有 9代谢物可直接与 GFAP与 MMP-9所
在的信号通路匹配。通路代谢物相对浓度定量分析，我们发现在高恶性程度胶
质瘤细胞系的代谢模式中，TCA 互补途径、氨基酸代谢、抗氧化代谢以及胆碱
代谢等代谢途径发生了明显变化。推测这些代谢途径变化很可能与胶质瘤细胞
恶性特性改变密切相关。本研究结果明确了不同恶性表型的胶质瘤细胞系代谢
特点的异质性，揭示了影响胶质瘤细胞恶性表型的代谢途径和特征性代谢物。
为深入阐明胶质瘤恶性转化中的细胞代谢变化机制提供重要理论基础，具有重
要的科学意义和潜在的临床应用价值 
 
关键词：胶质瘤细胞系；恶性特性；代谢轮廓分析；核磁共振氢谱
3 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
英文摘要 
Abstract 
 
Ambiguity in malignant transformation of glioma has made prognostic diagnosis very 
challenging. Exploration of the underlying metabolic alterations in glioma cells of 
different malignant degree is therefore vital to develop metabolic biomarkers for 
prognosis monitoring. We conducted 1 H nuclear magnetic resonance (NMR)-based 
metabolic analysis on cell lines (CHG5,SHG44, U87, U118, U251) developed from 
gliomas of different malignant grades (WHO II and WHO IV). Severalmethods were 
applied to analyze the 1 H-NMR spectral data of polar extracts of cell lines and to 
identify characteristic metabolites, including principal component analysis (PCA), 
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA), fuzzy c-means clustering (FCM) 
analysis and orthogonal projection to latent structure with discriminant analysis 
(OPLS-DA). The expression analyses of glial fibrillary acidic protein (GFAP) and 
matrix metal proteinases (MMP-9) were used to assess malignant behaviors of cell 
lines. GeneGo pathway analysis was used to associate characteristic metabolites with 
malignant behavior protein markers GFAP and MMP-9. Stable and distinct metabolic 
profiles of the five cell lines were obtained. The metabolic profiles of the low 
malignancy grade group (CHG5, SHG44) were clearly distinguished from those of 
the high malignancy grade group (U87, U118, U251). Seventeen characteristic 
metabolites were identified that could distinguish the metabolic profiles of the two 
groups, nine of which were mapped to processes related to GFAP and MMP-9. 
Furthermore, the results from both quantitative comparison and metabolic correlation 
analysis indicated that the significantly altered metabolites were primarily involved in 
perturbation of metabolic pathways of tricarboxylic acid (TCA) cycle anaplerotic flux, 
amino acid metabolism, anti-oxidant mechanism and choline metabolism, which 
could be correlated with the changes in the glioma cells’ malignant behaviors. Our 
results reveal the metabolic heterogeneity of glioma cell lines with different degrees 
of malignancy. which may lay the basis for both determining the molecular 
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mechanisms underlying glioma malignant transformation and exploiting non-invasive 
biomarkers for prognosis monitoring. 
 
Keywords: Glioma cell line;Malignancy;Metabolic profiling;1H-NMR;Spectroscopy 
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1 前言 
1.1 国内外研究现状 
1.1.1 胶质瘤恶性转化的分子机制未被阐明 
根据世界卫生组织（WHO）标准，临床病理诊断将胶质瘤分为4级。低级别
胶质瘤（WHOI-II）患者的生存时间在5-10年。高级别胶质瘤（WHOIII-IV）的平
均生存时间仅有12-15个月。其中WHO I级胶质瘤具有良性肿瘤特征，经完全切
除后常可治愈。而超过50%的WHO II-III级胶质瘤会在5-10年内向更高级别胶质
瘤进展。对于高级别胶质瘤来说，手术和放化疗的治疗效果均不理想，且预后
极差1。 
目前研究者已开展大量关于胶质瘤恶性转化的相关研究，发现了一些与胶质
瘤恶性进展相关的功能基因和调控蛋白（图1）。研究发现不同病理级别胶质瘤组
织中的染色体1p/19q杂合子缺失（loss of heterozygosity,LOH）的缺失率存在明显
差异，低级别胶质瘤中1p/19qLOH明显高于高级别胶质瘤，但是1p/19qLOH究竟
能否作为一个准确诊断或预后标准仍然存在争议2, 3。另有研究发现6-O-甲基鸟嘌
呤-DNA 甲基转移酶（MGMT）4甲基化状态与胶质瘤的恶性进展密切相关。最
新研究发现异柠檬酸脱氢酶（IDH）基因突变5, 6与胶质瘤发生和进展密切相关。
IDH 是一类在三羧酸循环中起重要作用的酶家族，这些酶参与三羧酸循环，通过
氧化脱羧作用催化异柠檬酸盐产生α- 酮戊二酸（α-KG）7。研究者认为IDH1 突
变引起的HIF-1α 途径的激活、肿瘤代谢产物2-HG 大量积聚是导致胶质瘤产生的
原因。但是HIF-1α 途径的激活、肿瘤代谢产物2-HG 大量积聚分别在多大程度上
如何介导了胶质瘤的恶性转化尚未清楚，需要更进一步的研究。综上，目前发现
的与胶质瘤恶性进展相关的基因和蛋白未能完全阐明胶质瘤细胞的恶性转化机
制。 
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 图1 胶质瘤恶性进展相关的信号通路（来源于KEGG数据库map05214） 
 
 
1.1.2 细胞代谢层面的研究是阐明胶质瘤恶性转化机制的潜在途径 
最新研究结果显示胶质瘤恶性进展伴随着代谢重编程现象8（图2）。研究者
在高级别胶质母细胞瘤中发现，尽管存在旺盛的糖酵解，实际上肿瘤组织仍然保
留线粒体有氧代谢。此外，采用小鼠原位胶质瘤模型，研究者发现胶质瘤组织与
周围正常脑组织在谷氨酰胺利用方面存在明显差异9。谷氨酰胺可以被谷氨酰胺酶
和谷丙转氨酶催化，经两步转氨基反应生成α-KG，进入TCA循环。胶质瘤组织中
谷氨酰胺酶表达发生明显变化，且存在明显的谷氨酰胺聚集现象。10-12。Xiyue Wu 
等13人在不同病理级别的胶质瘤组织样本中发现神经脂类物质的代谢途径存在差
异。 Prakashd等9人在不同病理级别的胶质瘤组织样本中发现高级别胶质瘤组织
的合成代谢增加。 
这些在代谢层面上开展的胶质瘤恶性转化的相关研究，虽然发现许多可能
和胶质瘤恶性进展相关的代谢物信息，但由于这些研究主要以胶质瘤患者瘤组织
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样本为研究对象。一方面，病人个体差异（如年龄、饮食、服药） 对代谢物检
测结果的可靠性及可重复性产生不利影响。另一方面，瘤组织样本由于癌灶周围
的基质细胞及上皮细胞的存在，也会产生代谢物分析差异较大，稳定性不高等问
题。此外，这些从胶质瘤患者组织样本得到的代谢物信息并不能直接反映胶质瘤
细胞的代谢改变，较难与来自细胞的基因组和蛋白组数据进行对接。 
与肿瘤患者的瘤组织样本相比，体外培养的肿瘤细胞具有受个体差异影响
小，容易培养获取等优点。 直接以胶质瘤细胞为样本的代谢组学研究因此可以
为瘤组织样本的相关研究提供有益补充14，也能较易与来自细胞的基因组和蛋白
组数据进行对接。综上所述，细胞代谢层面的研究是阐明胶质瘤恶性转化机制的
潜在途径。 
尽管如此，在胶质瘤研究中，仅有少量基于胶质瘤细胞的代谢组学研究。
Lehtimaki 等15利用1H-NMR技术分析基因治疗诱导的胶质瘤细胞编程性死亡过
程中的代谢变化，发现在神经胶质瘤细胞凋亡过程中核苷酸水平增高。Touaibia16
课题组利用1H-NMR技术分析了9种胶质母细胞瘤（GBM）细胞系的代谢轮廓，
细胞代谢轮廓变化可以区分GBM的细胞亚型，并且这种依靠代谢变化区分的细胞
亚型与基因表达变化区分的细胞亚型具有一致性。目前，针对不同恶性表型的胶
质瘤细胞的代谢组学研究未见相关报道。因此，可以直接反映胶质瘤细胞恶性程
度变化的细胞代谢特点，仍需要进一步深入研究。 
基于以上依据可知，明确胶质瘤细胞的代谢特点与恶性表型的相关性成为
胶质瘤恶性转化机制研究亟需阐明的问题，细胞代谢组学在胶质瘤恶性转化机制
研究中具有重要作用，但目前缺乏系统的研究资料。因此，本项目拟以胶质瘤细
胞系为研究对象，开展基于NMR技术的胶质瘤细胞代谢组学研究。通过分析低恶
性/高恶性组胶质瘤细胞的代谢模式变化，鉴定特征性代谢物和预测关键性代谢调
节酶，分析胶质瘤细胞中关键性代调节谢酶的表达变化对细胞恶性表型的影响，
重点探讨胶质瘤细胞代谢特点与恶性表型的相关性。 
10 
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 图2 肿瘤细胞中的代谢重编程网络17 
 
1.2 研究意义  
胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，具有易复发、高死亡率和难治疗
等特点。胶质瘤恶性转化机制的研究在开发胶质瘤临床诊断和治疗新策略方面发
挥重要作用，是当前胶质瘤研究领域的热点和难点。虽然目前研究者已开展大量
关于胶质瘤细胞恶性转化的相关研究，发现了一些与胶质瘤恶性表型相关的功能
基因和调控蛋白。但是这些基因和蛋白质的变化仍不能完全解释胶质瘤恶性转化
的原因和机制。最新基因组学和蛋白组学的研究结果显示胶质瘤恶性进展伴随着
代谢重编程现象，越来越多的研究者开始意识到基因和蛋白的功能改变最终需落
实在代谢层面。从代谢层面上研究胶质瘤恶性转化过程，将可能对阐明胶质瘤恶
性转化机制提供新的研究思路和策略。因此，胶质瘤细胞代谢特点与恶性表型的
关联性成为胶质瘤恶性转化机制研究亟需阐明的问题。 
针对胶质瘤恶性转化机制研究存在的问题，本研究拟以胶质瘤细胞系为研究
对象，开展基于 NMR技术的胶质瘤细胞代谢组学研究。通过分析低恶性/高恶性
组胶质瘤细胞的代谢模式变化，鉴定特征性代谢物和预测关键性代谢调节酶，分
析胶质瘤细胞中关键性代调节谢酶的表达变化对细胞恶性表型的影响，重点探讨
11 
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胶质瘤细胞代谢特点与恶性表型的相关性。研究结果将对揭示胶质瘤恶性转化的
分子机制提供新的研究视角；也将为开发胶质瘤恶性进展的临床诊断和治疗新策
略提供重要的理论依据和实验基础。综上所述，本项目具有重要的科学意义和潜
在的临床应用价值。 
 
2 材料与方法 
2.1实验材料 
2.1.1 主要试剂 
 
药品及试剂名称 生产商(产地) 
D2O（ 99.99%氘代） Sigma， USA 
NaCl  西陇化工股份有限公司 
K2HPO4  西陇化工股份有限公司 
甲醇（分析纯）  国药集团化学试剂有限公司 
氯仿 （分析纯） 国药集团化学试剂有限公司 
超纯水  Milli-Q 超纯水系统制备 
TSP  Alfa Aesar， USA 
DMEM 培养基 Hyclone 公司(美国) 
青霉素-链霉素混合液(双抗，100×) Hyclone公司(美国) 
优质胎牛血清(FBS) Hyclone 公司(巴西) 
磷酸盐缓冲液(PBS) Hyclone 公司(美国) 
胰蛋白酶 Sigma 公司(美国) 
乙二胺四乙酸(EDTA) Sigma 公司(美国) 
谷氨酰胺 (L-glutamine) Hyclone 公司(美国) 
二甲基亚砜 (DMSO) Sigma 公司(美国) 
牛血清白蛋白（BSA） Sigma 公司(美国) 
多聚赖氨酸 (Poly-L-Lysine) Sigma 公司(美国) 
多聚甲醛 江苏碧云天公司(中国) 
封闭用正常山羊血清 武汉博士德公司(中国) 
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抗体稀释液  武汉博士德公司(中国) 
结晶紫  广州化学试剂厂(中国) 
Triton X-100 Ameresco 公司(美国) 
小鼠抗人 GFAP 单克隆抗体 北京中杉金桥公司(中国) 
小鼠抗人MMP-9单克隆抗体 北京中杉金桥公司(中国) 
封片液 江苏碧云天公司(中国) 
基质胶（Matrigel） BD Biosciences 公司（美国） 
 
 
2.1.2 主要仪器 
设备名称                         生产商(产地) 
MiniQ 超纯水仪 Millipore 公司(美国) 
光学显微镜，带采图系统           Leica 公司(德国) 
倒置相差显微，CK40-F200 型 Olympus 公司(日本) 
CO2培养箱，3111 型 Thermo Forma 公司(美国) 
超净工作台，YS-130-U 型          苏州安泰空气技术有限公司(中国) 
恒温水浴箱，HH.W21.Cu600 型 重庆医疗仪器厂(中国) 
台式高速离心机 TGL-16G 型 Sigma 公司(美国) 
压力蒸汽灭菌器，LDZX-40BI 型 上海中安医疗器械厂(中国) 
冷冻离心机，Centrifuge 5417R  Eppendorf 公司(德国) 
液氮罐 重庆医疗仪器厂(中国) 
电子天秤，AA-200 型 Denver Instrument 公司(美国) 
涡旋混合器，XW-80A 型 重庆医疗仪器厂(中国) 
pH 计，PB-21 型 Sartorius 公司(德国) 
微量移液器 Eppendof 公司(德国) 
Transwell 小室  美国 Corning 公司 
-86℃超低温冰箱 Thermo Scientific 公司(美国) 
5mmNMR 管  Norell， USA 
恒温水浴氮吹仪  北京奥德盛世科技有限公司 
13 
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涡旋混合仪  Scientific Industries 
细胞计数仪 Countstar，  艾力特国际贸易有限公司 
微量移液器  Eppendorf， German 
核磁共振仪 Bruker AV600 Ⅲ Bruker， 
SIMCA P+12.0 Umetrics, Umeå, Sweden 
MestReNova 6.1  Mestrelab Research S.L. , Espain 
MatLab MathWorks， USA 
Chenomx NMR Suite  Chenomx Inc., Edmonton, Canada 
 
2.2 实验方法 
2.2.1 胶质瘤细胞培养 
人胶质瘤细胞系用含 10%牛血清白蛋白的 DMEM养基；置 37℃，5% CO2
混合气体的孵箱(相对湿度为 95%)中培养。24 h后细胞进行换液时间。2 d细胞进
行传代，传代前用 0.25%胰蛋白酶消化 2 min~5 min。 
2.2.2 MTS测定胶质瘤细胞的增殖能力 
细胞增殖测定采用采用 CellTiterMTS试剂盒(Promega, USA)进行。选择对数
生长期细胞，先制成 1×104/ml 单细胞悬液，接种于 96 孔板内，每孔 200 μl，
待细胞完全贴壁(12 h)，吸除培养基，按上述分组加入相应的培养基，每孔 200 μl，
每组设 5个复孔。培养 24 h后加入 20 μl MTS，继续孵育 4 h。以无细胞培养基
作为空白调整本底，酶标仪测定 OD 值，波长 490 nm。 
2.2.3 测定胶质瘤细胞的侵袭能 
用 Transwell小室实验分析细胞侵袭能力，将 Transwell小室置于 24 孔板内，
每个孔下室内加入 10% 小牛血清的 DMEM培养液 500μl，上室加入 200 μl U251 
细胞悬液，每组设 5个复孔，常规培养 12h。取出 Transwell小室，95%乙醇固定，
棉拭子将小室内面的基质胶擦去，4%的多聚甲醛固定，龙胆紫染色，显微镜下观
察照相。在显微镜下计算 5个视野的细胞数，计数每个视野的平均穿膜细胞数。 
2.2.4 测定胶质瘤细胞的分化水平 
取生长旺盛的细胞用胰酶消化后，制成细胞悬液，备用。然后于 6 孔板的
底部滴加 1 滴培养液，将经过处理的盖玻片放于 6 孔板内；而后于每个孔内加
14 
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垂悬好的细胞悬液 2 ml，置于 5％CO2培养箱内培养，12 h后细胞爬满盖玻片。
采用 SABC法对培养细胞中的 GFAP进行免疫细胞化学染色。染色结果判定及分
析：阳性染色主要定位于细胞膜和胞质，呈棕黄色，核不着色。物镜放大倍数 40×，
随机测定 100个细胞。 
2.2.5 制备胶质瘤细胞的NMR样品 
细胞样品制备，细胞样本贴壁后，去除培养基，用 PBS冲洗，加入冷甲醇，
然后用细胞铲或者一次性注射器将贴壁细胞刮下。按 4:4:2.85的比例加入氯仿和
超纯水进行萃取。在进行 NMR分析前，使用氮吹仪将溶剂（甲醇/水）全部吹干，
重新加入 500μl D2O和 50μl D2O配制的磷酸缓冲液（1.5 M KH2P04，pH=7.4，
含 0.1% TSP），混合均匀后在 14000g，4℃条件下，离心 15分钟。随后取上清 500μl 
加入到 5mm的核磁管中进行分析。 
2.2.6 采集胶质瘤细胞样本的1H-NMR谱： 
谱图采集在 BrukerAvanceIII 600 MHz (1H 的共振频率为 600.13MHz)核磁
共振仪上完成，实验温度是 298K。一维氢谱采用的脉冲序列为
noesypr1d[(RD)-90°-t-90°-tm-90°-ACQ](Bruker Biospin pluse program library)。水峰
压制在弛豫时间等待（relaxation delay，RD）中进行，其中 RD=3 s，数据采集点
（TD）32K，谱宽（SW）为 16 ppm，累加次数（NS）为 256次，空采次数（DS）
16次。使用 Topspin2.1（Bruker Biospin, Germany）处理谱图，fid（free induction 
decay）信号在傅里叶变化之前进行指数窗函数处理（1b=0.3Hz），变换后的
1H-NMR谱图以 TSP定标。 
2.2.7 处理1H-NMR谱和指认共振信号 
使用MestReNova6.5（Mestrelab Research S.L,Espain）对样品进行手动的相
位和基线校正和分段积分。1H-NMR谱中的积分区域为 0.8 - 9.5 ppm，同时为了
消除加入 PBS后带入的水而进行水峰压制对积分的影响，去除谱图中的 4.5 - 5.5 
ppm的区域，积分宽度（bin）为 0.003 ppm。积分后的数据导出保存成 ASCⅡ格
式，以谱图总面积对积分面积进行归一化得到矩阵 X。用 NMR Suite 软件结合已
发表的化合物化学位移数据，指认代谢物的共振信号。 
2.2.8 代谢模式识别和鉴定特征性代谢物 
NMR 谱分段积分作为 X 变量输入 SIMCA 软件中，先进行非监督 PCA分
15 
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